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DESCRIPCION

Construcciones de anticuerpos tetravalentes.

La presente invencién se refiere a construcciones de anticuerpos F, multivalentes, a pldsmidos de expresién que
las codifican y a un método para producir las construcciones de anticuerpos F, asi como al uso de las mismas.

Los anticuerpos naturales son dimeros y por lo tanto se denominan bivalentes. Tienen cuatro dominios variables,
de hecho, dos dominios Vy y dos dominios V. Los dominios variables sirven como sitios de unién para un antigeno,
configurdndose un sitio de unién a partir de un dominio Vi y un dominio V. Los anticuerpos naturales reconocen cada
uno un antigeno, de modo que también se denominan monoespecificos. Ademads, también tienen dominios constantes.
Los mismos contribuyen a la estabilidad de los anticuerpos naturales. Por otro lado también son co-responsables
de reacciones inmunes no deseadas, que se producen cuando se administran mutuamente anticuerpos naturales de
diferentes especies animales.

Para evitar dichas respuestas inmunes se construyen anticuerpos que carecen de los dominios constantes. En parti-
cular, estos son anticuerpos que ya solamente comprenden los dominios variables. Dichos anticuerpos se denominan
construcciones de anticuerpos F,. A menudo estdn disponibles en forma de monémeros de cadena sencilla empareja-
dos entre si.

Sin embargo, se ha demostrado que las construcciones de anticuerpos F, presentan solamente una baja estabilidad.
Por lo tanto, su capacidad de uso con propdsitos terapéuticos estd muy limitada.

En el estado de la técnica se conocen moléculas de anticuerpos F, de cadena tnica biespecificos con cuatro domi-
nios variables que estdn unidos entre si por enlazadores peptidicos (Journal of Immunology, 152(11), (1994), 5368-
74; Proceedings of the National Academy of the United States of America, 92(15), (1995), 7021-5; Journal of Immu-
nology, 154(9), (1995), 4576-82 y Molecular Immunology, 32(17-18), (1995), 1405-12).

En el documento EP 0952218 se describe una construccién de anticuerpos multivalentes en la forma de Vy-L-V{ P-
Vy-L-Vy,, donde con V se indican dominios variables y con L y P enlazadores peptidicos. Los enlazadores La tienen
una longitud de 1-20 aminodcidos y el enlazador P tiene una longitud de 12-20 aminodcidos. Por el enlazador P de 12-
20 aminodcidos de longitud, la construccién se pliega intramolecularmente.

Por lo tanto, la presente invencidn tiene el objetivo de proporcionar un anticuerpo con el que se puedan evitar las
reacciones inmunes no deseadas. Ademas debe tener una estabilidad que lo haga 1til con propésitos terapéuticos. De
acuerdo con la invencidn, esto se consigue mediante los objetos de las reivindicaciones.

Por lo tanto, es objeto de la presente invencién una construccién de dimero de anticuerpos F, tetravalente que
presente una gran estabilidad. Dicha construccién es adecuada con propdsitos diagndsticos y terapéuticos.

La presente invencidn se basa en las observaciones del solicitante de que la estabilidad de una construccién de
anticuerpos F, puede aumentar si estd presente en forma de un dimero de cadena sencilla en el que los cuatro do-
minios variables estdn unidos entre si mediante tres enlazadores peptidicos. El solicitante también observé que la
construccién de anticuerpo F, se pliega consigo misma cuando el enlazador peptidico central tiene una longitud de
aproximadamente 10-30 aminodcidos. El solicitante también observé que la construccién de anticuerpo F, se pliega
con otras construcciones de anticuerpo F, cuando el enlazador peptidico central tiene una longitud de aproximadamen-
te hasta 10 aminodcidos, por lo que se obtiene una construccién de anticuerpo F, multimérica, es decir, multivalente.
El solicitante también observé que la construccién de anticuerpo F, puede ser multiespecifica.

De acuerdo con la invencién, las observaciones del solicitante se utilizan para proporcionar una construccion de
anticuerpo F, multivalente que comprende cuatro dominios variables que se unen entre si mediante los enlazadores
peptidicos 1, 2y 3.

La expresion “construccién de anticuerpo F,” se refiere a un anticuerpo que tiene dominios variables pero no
dominios constantes.

La expresion “construccién de anticuerpo F, multivalente” se refiere a un anticuerpo F, que tiene varios, sin
embargo al menos cuatro dominios variables. Esto se consigue cuando la construccién de anticuerpo F, de cadena
sencilla se pliega con otras construcciones de anticuerpos F, de cadena sencilla. En este caso, se proporciona una
construccion de anticuerpo F, que tiene 8 dominios variables. Es favorable que la construccién de anticuerpo F, tenga
cuatro dominios variables, es decir, que sea tetravalente (comparese Fig. 1). Ademads, los dominios variables pueden
ser iguales o diferentes entre si, de modo que la construccién de anticuerpo reconoce uno o varios antigenos. La
construccién de anticuerpo reconoce preferiblemente uno o dos antigenos, es decir, es monoespecifica o biespecifica.
Son ejemplos de dichos antigenos las proteinas CD19 y CD3.

La expresion “enlazadores peptidicos 1, 3” se refiere a un enlazador peptidico que es adecuado para unir entre si
dominios variables de una construccion de anticuerpo F, . El enlazador peptidico puede contener cualquier aminoécido,
prefiriéndose los aminoécidos glicina (G), serina (S) y prolina (P). Los enlazadores peptidicos 1 y 3 pueden ser iguales
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o diferentes entre si. Ademds, el enlazador peptidico puede tener una longitud de aproximadamente 0-10 aminodcidos.
En el primer caso, el enlazador peptidico es solamente un enlace peptidico entre el resto COOH de uno de los dominios
variables y el resto NH, de otro de los dominios variables. El enlazador peptidico comprende preferiblemente la
secuencia de aminodcidos GG.

La expresion “enlazador peptidico 2” se refiere a un enlazador peptidico que es adecuado para unir entre si do-
minios variables de una construccion de anticuerpo F,. El enlazador peptidico puede contener cualquier aminoécido,
prefiriéndose los aminoécidos glicina (G), serina (S) y prolina (P). El enlazador peptidico también puede tener una
longitud de aproximadamente 3-10 aminoécidos, particularmente de 5 aminodcidos y mas particularmente la secuen-
cia de aminoacidos GGPGS, por lo que se consigue que la construccién de anticuerpo F, de cadena sencilla se pliegue
consigo misma.

Un dimero de anticuerpo F, tetravalente de acuerdo con la invencién puede producirse mediante métodos conven-
cionales. Un método favorable es aquel en el que los ADN que codifican los enlazadores peptidicos 1, 2 y 3 se ligan
con los ADN que codifican los cuatro dominios variables de una construccién de anticuerpo F, de modo que los enla-
zadores peptidicos unan los dominios variables entre si, y la molécula de ADN resultante se exprese en un plasmido
de expresion. Se hace referencia a los Ejemplos 1-6. Con respecto a - las expresiones “construccién de anticuerpo F,”
y “enlazador peptidico” se hace referencia a las explicaciones anteriores. De forma complementaria se hace referencia
a Maniatis, T. et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982.

Los ADN que codifican una construccién de anticuerpo F, de acuerdo con la invencién también son objeto de
la presente invencién. Ademds, los plasmidos de expresion que contienen dichos ADN también son objeto de la
presente invencion. Los plasmidos de expresion preferidos son pDISC3x19-SL, pPIC-DISC-SL y pDISC6-SL. Los
dos primeros se depositaron en la DSMZ (Deustche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellen) [Coleccién Alemana
de Microorganismos y Células] el 30 de abril de 1998 como DSM 12149 o DSM 12151.

Otro objeto de la presente invencién es un kit que comprende:

(a) un dimero de anticuerpo F, tetravalente de acuerdo con la invencién y/o,

(b) un pldsmido de expresion de acuerdo con la invencién y

(c) agentes auxiliares convencionales tales como tampones, disolventes y controles.
Pueden estar presentes uno o varios representantes de los componentes individuales.

La presente invencién proporciona un dimero de anticuerpo F, tetravalente multivalente en el que los dominios
variables se enlazan entre s{ mediante enlazadores peptidicos. Dicha construccién de anticuerpo se caracteriza porque
no contiene partes que puedan conducir a reacciones inmunes no deseadas. Ademads, tiene una gran estabilidad. Tam-
bién permite unirse a varios antigenos simultdneamente. Por lo tanto, la construccién de anticuerpo F, de acuerdo con
la invencion se adapta perfectamente al uso no solamente para fines diagndsticos, sino también terapéuticos. Dichos
fines pueden contemplarse con respecto a cualquier enfermedad, particularmente una enfermedad virica, bacteriana o
tumoral.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la organizacion genética de una construccion de anticuerpo F, (A) de acuerdo con la invencion y
esquemas para formar una construccidn de anticuerpo F, tetravalente (B). Ag: antigeno, Hisg: seis restos de histidina
C-terminales; stop: codén de terminacion (TAA), Vy y V. region variable de las cadenas pesada y ligera.

La Fig. 2 muestra el esquema para la construccién del plasmido pDISC3x19-SL. c-myc: secuencia que codifica un
epitopo que es reconocido por el anticuerpo 9E1, Hisg: secuencia que codifica seis restos de histidina C-terminales;
PelB: secuencia del péptido sefial de la pectato liasa bacteriana (PelB lider); rbs: sitio de unién al ribosoma; stop:
codon de terminacion (TAA); Vi y Vi: region variable de las cadenas pesada y ligera.

La Fig. 3 muestra un diagrama del pldsmido de expresién pDISC3x19-SL. 6xHis: secuencia que codifica seis
restos de histidina C-terminales. bla: gen que codifica §-lactamasa que es responsable de la resistencia a ampicilina;
pb: pares de bases; c-myc: secuencia que codifica un epitopo que es reconocido por el anticuerpo 9E10; ColE1: origen
de replicacién del ADN; f1-1G: regidn intergénica del bacteriéfago f1; Lac P/0: promotor/operador del operén lac wt;
enlazador 1: secuencia que codifica un dipéptido Gly-Gly que enlaza los dominios Vy y V; enlazador 3; secuencia
que codifica un oligopéptido GlyGlyProGlySer, que enlaza los fragmentos scFv hibridos; lider Pel-B: secuencia del
péptido sefal de la pectato liasa bacteriana; rbs: sitio de unién al ribosoma; Vi y V| : region variable de las cadenas
pesada y ligera.

La Fig. 4 muestra la secuencia de nucle6tidos y la secuencia de aminodcidos obtenida para la construccién de
anticuerpos F, tetravalente codificada por el pldsmido de expresion pDISC3x19-SL. epitopo c-myc: secuencia que
codifica un epitopo que es reconocido por el anticuerpo 9E10; CDR: regién determinante de complementariedad;
marco: regién marco; cola Hisg: secuencia que codifica seis restos de histidina C-terminales; lider PeIB: secuencia del
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péptido sefial de la pectato liasa bacteriana; RBS: sitio de unién al ribosoma; Vi y Vi : region variable de las cadenas
pesada y ligera.

La Fig. 5 muestra la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos obtenida de una conexién entre un
gen que codifica una secuencia lider de factor o y un gen que codifica la construccién de anticuerpo F, tetravalente
en el plasmido de expresion Pichia pPIC-DISC-SL. Seiial del factor alfa: secuencia del péptido lider de la sefial de
secrecion del factor @ de Saccharomyces cerevisiae; Vy: region variable de la cadena pesada. Los rombos indican los
sitios de escision de la sefial.

La Fig. 6 muestra un diagrama del plasmido de expresién pDISC6-SL. 6xHis: secuencia que codifica seis restos
de histidina C-terminales. bla: gen que codifica S-lactamasa, que es responsable de la resistencia a ampicilina; pb:
pares de bases; c-myc: secuencia que codifica un epitopo que es reconocido por el anticuerpo 9E10; hok-sok: locus del
ADN que estabiliza el plasmido; Lacl: gen que codifica el represor Lac; Lac P/O: promotor/operador del operén lac
wt; LacZ’: gen que codifica el péptido aa de S-galactosidasa; enlazador 1: secuencia que codifica un dipéptido GlyGly
que enlaza los dominios Vy y Vi ; enlazador 3; secuencia que codifica un oligopéptido GlyGlyProGlySer que enlaza
los fragmentos scFv hibridos; M13 IG: regién intergénica del bacteriéfago M13; pBR322ori: origen de replicacién
del ADN; lider Pel-B: secuencia del péptido sefial de la pectato liasa bacteriana; rbs: sitio de unién al ribosoma que
se origina a partir del gen LacZ de E. coli (lacZ), a partir del gen 10 del bacteriéfago T7 (T7g10) o a partir del gen
skp de E. coli (skp); skp: gen que codifica el factor peripldsmico bacteriano Skp/OmpH; tHP: terminador fuerte de la
transcripcion; tIPP: terminador de la transcripcion; Vy y Vi : regién variable de las cadenas pesada y ligera.

Los siguientes ejemplos explican la invencién con mds detalle.
Ejemplo 1

Construccion del pldsmido pDISC3x19-SL para la expresion de construcciones de anticuerpo F, bivalentes, biespeci-
ficas o tetravalentes, biespecificas en Bacterias

Los plasmidos pHOG-aCD19 y pHOG-dmOKT3 que codifican los fragmentos scFv obtenidos del hibridoma
HD37 que es especifico para CD19 humana (Kipriyanov et al., 1996, J. Inmunol. Meth. 196: 51-62) o del hibrido-
ma OKT?3 que es especifico para CD3 humana (Kipriyanov et al., 1997, Protein Eng. 10: 445-453), se usaron para
la construccién de pldsmidos de expresion para una construccién de anticuerpo F, de cadena sencilla. Se produjo
un fragmento 1 de PCR de los dominios Vy de anti-CD19, seguido de un segmento que codifica un enlazador Gly-
Gly usando los cebadores DP1, 5’-TCACACAGAATTCTTAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC y DP2, 5°-
AGCACACGATATCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC (compadrese Fig. 2). El fragmento 1 de PCR se es-
cindié mediante EcoRI y EcoRV vy se ligd con el plasmido linealizado con EcoRI/EcoRV pHOG-dmOKT?3, por lo
que se produjo el vector pHOG19-3. El fragmento 2 de PCR de los dominios V de anti-CD19, seguido de un seg-
mento que codifica un epitopo c-myc y una cola de hexahistidinilo, se produjeron usando los cebadores DP3, 5’-
AGCACACAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA y DP4, 5’-AGCACACTCTAGAGACACAC
AGATCTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTTTAGG. El fragmento 2 de PCR se escindié mediante HindIIl y
Xbal y se ligd con el plasmido linealizado con HindIll/Xbal pHOG-dmOKT3, por lo que se obtuvo el vector pHOG3-
19 (Fig. 2). El gen que codifica el scFv-3-19 hibrido en el plasmido pHOG3-19 se amplificé mediante PCR con los ce-
badores Bi3sk, 5’-CAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAACTGCAGCAGy Li-2, 5’-TATATACTGCAGCTGCACCT
GCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCC CG para la produccioén de un enlazador GGPGS rigido
corto (fragmento 4 de PCR, compdrese Fig. 2). El plasmido de expresién y pDISC3x19-SL se construyé ligando el
fragmento de restriccién Ncol/Pvull de pHOG19-3 que comprende el marco del vector y el fragmentos 4 de PCR
escindido con Ncol/Pvull (compdrese Figs. 3, 4). Las secuencias completas de nucleétidos y de proteinas de las cons-
trucciones de anticuerpo F, tetravalentes se indican en la Fig. 4.

Ejemplo 2

Construccion del Pldsmido pPIC-DISC-SL para la expresion de construcciones de anticuerpo F, tetravalentes, bies-
pecificas en levadura

(A) Construccion de pPIC-DISC-SL

El vector pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Paises Bajos) para la expresion y secrecién de proteinas recombinantes
en la levadura Pichia pastoris se usé como material de partida. Contiene un gen que codifica la sefial de secrecién de
factor a de Saccharomyces cerevisiae, seguida de un polienlazador. La secrecién de este vector se basa en el marcador
seleccionable dominante, Zeocin™ que es bifuncional en Pichia y en E. coli. El gen que codifica la construccién
de anticuerpo F, tetravalente (scDia-SL) se amplificé por medio de PCR mediante la plantilla pDIC3x19-SL usando
los cebadores 5-PIC, 5’-CCGTGAATTCCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, y pSEXBn 5’-
GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG. El producto de PCR resultante se escindié mediante EcoRI
y Xbal y se ligé en pPICZaA linealizado con EcoRI/Xbal. Se obtuvo el plasmido de expresiéon pPIC-DISC-SL. Las
secuencias de nucledtidos y de proteina de la construccion de anticuerpo F, tetravalente se muestran en la Fig. 5.
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Ejemplo 3
Expresion de la construccion de anticuerpo F, tetravalente en bacterias

Células de E. coli-XL1-Blue (Strategene, La Jolla, California) que se habian transformado con el plasmidos de
expresion pDISC3x19-SL, se cultivaron durante una noche en medio 2xYT con 50 ug/ml de ampicilina y glucosa 100
mM (2xYTg,) a 37°C. Diluciones 1:50 de los cultivos de una noche en 2xYTg, se cultivaron como cultivos de matraz
a 37°C con agitacién a 200 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron un valor de DOg, de 0,8, las bacterias se sedimentaron
mediante un centrifugado de 10 minutos con 1500 g a 20°C y se cultivaron durante una noche en medio 2xYT con 50
pg/ml de ampicilina y glucosa 100 mM (2xYTg,) a 37°C. Diluciones 1:50 de los cultivos de una noche en 2xYTg, se
cultivaron como cultivos de matraz a 37°C con agitacién a 200 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron un valor de DOg
de 0,8, las bacterias se sedimentaron mediante un centrifugado de 10 minutos con 1500 g a 20°C y se resuspendieron
en el mismo volumen de medio 2xYT recién preparado que contenia 50 pg/ml de ampicilina y sacarosa 0,4 M. Se
afiadié IPTG hasta una concentracién final de 0,1 mM y el cultivo continué a temperatura ambiente (20-22°C) durante
18-20 horas. Las células se recogieron mediante centrifugado durante 10 minutos a 5000 g a 4°C. El sobrenadante del
cultivo se retuvo y se almacend en hielo. Para asilar las proteinas peripldsmicas solubles, las bacterias sedimentadas se
resuspendieron en un 5% del volumen inicial de Tris-HCl 50 mM enfriado en hielo, sacarosa al 20%, EDTA 1 mM, pH
8,0. Después de 1 hora de incubacién en hielo con agitacién ocasional, los esferoplastos se centrifugaron con 30000
g 2 4°C durante 30 minutos, obteniéndose el extracto peripldsmico soluble como sobrenadante y los esferoplastos con
el material peripldsmico insoluble como sedimento. El sobrenadante del cultivo y el extracto peripldsmico soluble se
combinaron y se aclararon mediante centrifugado adicional (30.000 g, 4°C, 40 minutos). El producto recombinante se
concentré mediante precipitacion con sulfato de amonio (concentracién final 70% de saturacién). El precipitado de
proteinas se obtuvo mediante centrifugado (10.000 g, 4°C, 40 minutos) y se disolvié en el 10% del volumen inicial de
Tris-HC1 50 mM, NaCl 1 M, pH 7,0. Se realiz6 una cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) a
4°C usando una columna de 5 ml de sepharose quelante (Pharmacia) que se cargé con Cu** y se habia equilibrado con
Tris-HC1 50 mM, NaCl 1M, pH 7,0 (tampdn de partida). La muestra se introdujo haciéndola pasar sobre la columna.
Después se lavé con veinte volimenes de columna de tamp6n de partida, seguido de tampoén de partida con imidazol 50
mM hasta que la absorcién a 280 nm del eluyente estaba al minimo (aproximadamente treinta volimenes de columna).
El material absorbido se eluyé con Tris-HC1 50 mM, NaCl 1M, imidazol 250 mM, pH 7,0.

Las concentraciones de proteinas se determinaron con el ensayo de unién a colorante de Bradford (1976).
Ejemplo 4
Expresion de la construccion de anticuerpo tetravalente en la levadura Pichia Pastoris

Células GS155 de P. pastoris competentes (Invitrogen) se sometieron a electroporacioén en presencia de 10 ug de
ADN de plasmido pPIC-DISC-SL, que se habian linealizado con Sacl. Los transformantes se seleccionaron durante 3
dias a 30°C en placas YPD que contenian 100 ug de Zeocin™. Los clones, que secretaban construcciones de anticuerpo
F, bivalentes y/o tetravalentes, se seleccionaron mediante seleccion de placas usando un anticuerpo monoclonal 9E10
anti-c-myc (IC chemikalien, Ismaning, Alemania).

Para la expresion de las construcciones de anticuerpo F, tetravalentes, los clones se cultivaron en medio YPD
en matraces de agitacion durante 2 dias a 30°C con agitacién. Las células se centrifugaron, se resuspendieron en
el mismo volumen del medio que contenfa metanol y se incubaron durante otros 3 dias a 30°C con agitacién. Los
sobrenadantes se obtuvieron después del centrifugado. El producto recombinante se aislé mediante precipitacién con
sulfato de amonio, seguido de IMAC, como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 5
Caracterizacion de la construccion de anticuerpo F, tetravalente

(A) Cromatografia de exclusion por tamariio

Se realiz6 una filtracién en gel analitica de las construcciones de anticuerpo F, en PBS usando una columna
superdex-200-HR10/30 (Pharmacia). El volumen de la muestra y el caudal eran de 200 yl/min o 0,5 ml/min. La
columna se calibré con kits de calibrado de filtracién en gel de alto y bajo peso molecular (Pharmacia).

(B) Citometria de flujo

El volumen de la muestra y el caudal eran de 200 ul/min o 0,5 ml/min. La columna se calibr6 con kits de calibrado
de filtracién en gel de alto y bajo peso molecular (Pharmacia).

(B) Citometria de flujo

La linea Jurkat de leucemia aguda de células T CD3*/CD19" y la linea de células B JOK-1 CD19*/CD3" se usaron
para la citometria de flujo. Se incubaron 5 x 10° células en 50 ul de medio RPMI 1640 (GIBCO BRL, Eggestein,
Alemania) que se suplement6 con FCS al 10% y azida sédica al 0,1% (denominado medio completo) con 100 ul
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de las preparaciones de anticuerpo F, durante 45 minutos en hielo. Después de lavar usando el medio completo,
las células se incubaron con 100 ul de 10 ug/ml de anticuerpo monoclonal 9E10 anti-c-myc (IC Chemikalien) en el
mismo tampoén durante 45 minutos en hielo. Después de un segundo ciclo de lavado, las células se incubaron con
100 pl de 1a IgG de cabra anti-ratén marcada con FITC (GIBCO BRL) en las mismas condiciones que anteriormente.
Las células se lavaron después de nuevo y se resuspendieron en 100 ul de solucién de yoduro de propidio de 1 pg/ml
(Sigma, Déisenhofen, Alemania) en medio completo con la exclusion de células muertas. La fluorescencia relativa de
las células tefiidas se midid usando un citémetro de fluyjo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, California).

(C) Ensayo de citotoxicidad

La linea celular de linfoma de Burkitt Raji y Namalwa que expresa CD19 se usé como células diana. Las células
se incubaron en RPMI 1640 (GIBCO BRL) que se suplementé con FCS inactivado por calor al 10% (GIBCO BRL),
glutamina 2 mM y piruvato 1 mM a 37°C en atmésfera hiimeda con CO, al 7,5%. Los ensayos de células T citotéxicos
se realizaron en medio RPMI 1640 suplementado con FCS al 10%, HEPES 10 mM, glutamina 2 mM, piruvato 1
mM y 2-ME 0,05 mM. La actividad citotéxica se evalué usando un ensayo de liberacion de [*'Cr] convencional; se
marcaron 2 x 109 células diana con 200 uCi. Todo el ensayo se prepard tres veces y se incub6 a 37°C durante 4 horas.
Se recogieron 100 ul del sobrenadante y se ensay6 la liberacion de [*'Cr] en un contador gamma (Cobra Auto Gamma;
Canberra Packard, Dreieich, Alemania). La liberacién maxima se determiné mediante incubacion de las células diana
en SDS al 10% y la liberacién espontinea se determiné mediante la incubacién de las células en medio en solitario. La
lisis especifica (%) se calcul6 como: (liberacién experimental - liberacién espontdnea)/(liberacién maxima - liberacién
espontdnea) x 100.

Ejemplo 6

Construccion del pldsmidos pDISC6-SL para la expresion de construcciones de anticuerpo F, tetravalentes, biespe-
cificos en bacterias mediante fermentacion de alta densidad celular

Se prepararon vectores de expresion que contenian el sistema suicida de células sin pldsmido hok/sok y un gen
que codifica el factor peripldsmico skp/OmpH para una mayor produccién de anticuerpos recombinantes. El gen skp
se amplific6 mediante PCR usando los cebadores skp-1, 5’-CGA ATT CTT AAG ATA AGA AGG AGT TTA TTG
TGA AAA AGT GGT TAT TAG CTG CAG G y skp-2, 5’-CGA ATT AAG CTT CAT TAT TTA ACC TGT TTC
AGT ACG TCG G usando el plasmido pGAH317 (Holck y Kleppe, 1988, Gene 67: 117-124). El fragmento de PCR
resultante se escindié mediante AfIIl y HinlII y se insert6 en el plasmido pHKK linealizado con AfIII/HinIII (Horn e?
al., 1996, Appl. Microbio. Biotechnol. 46, 524-532), por lo que se obtuvo el vector pSKK. Los genes obtenidos en el
plasmido pDISC3x19-SL y que codifican las construcciones de anticuerpo scFv se amplificaron por PCR mediante los
cebadores fe-1, 5’-CGA ATT TCT AGA TAA GAA GGA GAA ATT AAC CAT GAA ATA CCy fe-2, 5’-CGA ATT
CTT AAG CTA TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG TGA G. Los fragmentos de PCR escindidos con Xbal/AfIII se
insertaron en pSKK antes del inserto skp, por lo que se obtuvo el plasmido de expresiéon pDISC6-SL respectivamente,
que contiene un operdn tri-cistronico bajo el control del sistema promotor/operador lac (comparese Fig. 6).
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REIVINDICACIONES

1. Un dimero de anticuerpo F, tetravalente, en el que una construccién de anticuerpo F, de cadena sencilla estd
plegado junto con otra construccién de anticuerpo F, de cadena sencilla del mismo tipo y las dos construcciones de
anticuerpo F, de cadena sencilla comprenden respectivamente cuatro dominios variables, que estdn unidos entre si por
un enlazador peptidico 1, un enlazador peptidico central 2 y un enlazador peptidico 3, donde los enlazadores peptidicos
1y 3 comprenden 0-10 aminoécidos.

2. El dimero de anticuerpo F, de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el enlazador peptidico central 2
comprende 3-10 aminodcidos.

3. El dimero de anticuerpo F, de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que el dimero de anticuerpo Fy es
biespecifico.

4. FEl dimero de anticuerpo F, de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el dimero de anticuerpo F, es especifico
para CD3 y CD19.

5. El dimero de anticuerpo F, de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el dimero de anticuerpo F, es
monoespecifico.

6. Un método para la produccién del dimero de anticuerpo F, tetravalente de acuerdo con una de las reivindica-
ciones 1-5, en el que los ADN que codifican los enlazadores peptidicos 1, 2 y 3 se ligan de tal modo con los ADN
que codifican los cuatro dominios variables de una construccion de anticuerpo F, de cadena sencilla, que los enlaza-
dores peptidicos unen entre si los dominios variables, y la molécula de ADN resultante se expresa en un plasmido de
expresion.

7. Un plasmido de expresion que codifica la construccion de anticuerpo F, de cadena sencilla de acuerdo con una
de las reivindicaciones 1-5.

8. El plasmido de expresién de acuerdo con la reivindicacién 7, de hecho, pDISC3x19-SL, depositado con el
nimero DSM 12149.

9. El pldsmido de expresiéon de acuerdo con la reivindicacién 7, de hecho, pPIC-DISC-SL, depositado con el
ndmero DSM 12151.

10. El pldsmido de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7, de hecho, pDISC6-SL, como se define en la figura
6.

11. Un uso del dimero de anticuerpo F, tetravalente de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-5 para la prepa-
racién de una composicion diagnéstica o terapéutica para el diagndstico y/o la terapia de enfermedades.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que las enfermedades son enfermedades viricas, bacterianas
o tumorales.
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133 ﬁggxggaccargggmmmmmmm
32 R ¥ T M H WV X G 1 ? Q 6 L W I 4 N x r T
M')rco~d3
257 TMATTAC gg g&gxxg& ;OM&WWL‘MKQW
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94) ATGAGATITCCTTCAATTTITACTCCIGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGC TG TCCACTCAACACTAC
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75" A K E E GV S L EKREATEAETF QV QL Q Q S

VH anti-CD3
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INDICACIONES GENERALES:

@

(ii)) DEN OMINACION DE LA INVENCION: Construcciones de anticuerpos multivalentes

(iii)
(iv)

SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Deutsches Krebsforschungszentrum
(B) CALLE: Im Neuenheimer Feld 280
(C) LOCALIDAD: Heidelberg
(E) PAIS: Alemania
(F) CODIGO POSTAL: 69120

NUMERO DE SECUENCIAS: 17

VERSION LEGIBLE INFORMATICAMENTE:
(A) SOPORTE DE DATOS: disquete flexible
(B) ORDENADOR: compatible con PC IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, version #1.30 (OEP)

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N*: 1:

®

(i)
(iif)
(iv)
(ix)

(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1698 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN gen6émico
HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 28..1689

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide
(B) POSICION: 28..1689

DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: I:

51
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GCo GTT GG TG TTG CTG OrG cCs G DA Co GCUOATG 306G LA TG sq
Lle Ala Gly Leu Leu Lev Lau Ala ala Gln Pro Ala Mes nla val

LG 15 23

CA2 C'IC CAG CAG TTT GGE GIT Gas L AGA CTT GEG GCC TCE GTG 147
C.r. Leu Cln CGln Ser Cly Ala Gic Arg fro Glw 3la Ser val
28 3C 35 48
AAT ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGT TAL ACC TTT ACT AGG TAT ACC aTé 33
Lve Met Szr Uvg Lws Ala Sor €y Tyr Thr Pac Thr Arg Tvr Thr Mct
45 52 °z
CLe TGRS OTA AAM CAG AGS CC7 CGa €aG 67T CTT Gaa TCG ATT GGA TAC 242
Hiz Tro Yal Lve Gln Arg »ro Gliy Glo Gly beu Ciu Trp Ile Giv Tyr
5C 3 70
AT OSNT CUTOACY CET GCT TET 0T AT TAC AAT CAC AAC TTUC AT GaC 292
12 Agn Pro Ser Arg G.y Tyr Thr asn T,r Asn Cla Lys Fhe vz LD
=3, on or
o (V9] ]
GIU TAC ATE T2A 232

ASC 3CT ACA TTS ACT AZ: GaC asa 1ol M0 AGT &
Lys &la Thr Leu Thr T 2

26 3
TZT TAC TGT GC= 387

CTS AGC ACGC CTC AaCk TCT ZaC CGAC 2
2 AST Tyr Tur Cys Ale A

Les Ser 3
05 11¢

~aT TAT GAT SAT CAT TaC 3GC CTv 5aC TAC TGG GGC CAa GGZ ACC &C7T 425
Tyy Tvr ASp Asp ELs Tys Ser Leu ise Twr Tro Gly Cln Giy Thy Thr
125 130 135
CTC ACA GTC TCC TCA GCC 23s ala 2Ca CTC RAG CTT GGT GG GaT A7C 4183
Len Thr Ya. Ser Ser ala Lvs Thr Tar vro Lye Leu Cly Gly Asp lle
140 143 .57
~PG O7C ACC CAA ACT CCA GCT TCT TTG GIT TG TCT CTA GGG CacC el 331
Leu Leu Thr Gin Thr Pre 2.z Ser Leu Al Yal Ser Leu Gly Gla ~re
125 g0 13%
GZC ACT ATC TCC TGC ARG GCT AGC TAS ACT CTT GAT TAT 374
Ala ™ Ile Ser Jvs Lys Ale Ser 3ln Ser Val Asp Tvr
70 P ig0

AST TAT TTG AAC TGG TAC £as CAG ATT CCTA GGA CAG CTA CCTT ARA ZTC 527
Ser Tyr Leu Asiy Trp Tyr Glo Gla Ile Pzo Gly Gln fro Pro Lys L2u

~85 120 195 20

CTC 272 TAT GAT SCA T2C AAT CTA ISTT TCT GGG ATC CCa CCC AGCG ™7 575
Leu Ila Tyr 3asp 3la Ser 3sn Léu Val ‘ la Pro Pra Arg Pre

05 213
AGT GGZ A0T GGG TCT GGG aga ¢al T7C ATC CAT COT GTG 72%
Ser Ziy Ser Giy Ser Gly Thr Asp Phe ile Hiz Pro va:
220 225 250
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60
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[
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32¢

: ATT
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ZAC Cia A5
Gl Glio Sex
e
GA~ ATC ~AA
Glu Ile Lvs
2€0
G:C CGOT 66T
Gly Gly Clv
e
e /3
Cal CTC CAG
Glr. Leu CGln
AT ATT TICC
Lve Ile Ser
2l TGS TG
Asn Try Val
129
AT TR I
Ils Trp ?ro

SGT
Gly

~pr

Leu

3490

GIC

W

CGC
Clv
420

CLA

2ro

ACT
Thx

C aGC

ACS
Thr
390

Lo

Ser
2ae

CCAa
Alz

37s

ACG

Thr

ACC TCA
Thr Ser
Ga&T A7C
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3AT

G.u
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AST

PSS IS
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u'd O
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GeT

© Gly
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GCA
Ala
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S2r
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Val

GTC
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CAG CAG AAG TCA GGC ACC TCT CCC AAA

Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg
460 465

ARA CTG GCT TCT GGA GTC CCT GC'ft CAC TTC

Lys Leu Ala Ser Gly val 2rzs ila Ris phe

475 480

ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC aAGC GGC ATG

Thr Ser Tyr Sar Leu Thr

ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AaC
£ Ser fer Asn

T™hr Tyr Tyr Cvs Gln Gln Tr
505 510

G3C ACRE AAG TTG GAA ATR AC IGE &IT GaT A
Gilv Thr Lys Leu Glu ile Asn Arg 2l

528

GAs CAA AACG CTG ATC T
Glu Gin Lvs Leu Ilie Ser
540

[ »]
1—
=
-
L
[

w e ()

CAT CAC TAATCTAGA
His His

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 554 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 2:

Mat Lys Tyr Leu Leu Pro Thr :

5
alza Gln Pro 3la Met Ala Gln
L2u Ala Arg Prc Gly Ala Ser
35

Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr
50 53

Gln Gly Leu Glu Trp Ile Glv
£S 70

Ser Gly Met

Val Ly3 e

4C

Mer i

Tvr Il

AGA TGG ATT

Trr Ile

AGG GGC
Arg Gly

GAG GCT
Glu aia

500

A TTC

~
i
Pro Phe
515

TAT
Tvr

AGT

Ser
485

GAA

Glu

ACG
Thr

L CCA
a Pro

CAT
His

GAC
ASD
470

GGG
Gly

GAT
ASD

TTC
Phe

ACT
Thr

CAC

Hig H

530

Leu [

Lys AL
45

Gln

Aré

ACA
Thr

TCT
Ser

el
N

Ala

GGC
Gly

GGa

In Ser Gl

TCC
Ser

GGG
Gly

GCC
ala

TCG
Ser

520
TCC

Ser

CAac
His

Arg Pro

Gly Tyr

Glu

Gly

Gly

Thr

30

1443

1451

-
wn
(W8]
¥

1587

'™
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o
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v

Ala Thr Leu Thr Thr

"pe
(]
T
L

<
%]

Asn Tyr asn GIn Lys Phe Lys
25

sl
o

<

0

@]
(B
=
e
n
8]

Jer Ser Ser Thr 3la Tvy Mel Gln Leuw S2r 3er Leu Thr Ser
100 138 L

fer ila val Tyr Tyr {vys Ala Arg "Tvr Tvr Asp Azp Eigs Tyr Ser Leu
1

115 120

A3n Tyr Tro Gly Gl Gly Tar Thr Leuw Thr Val Ssexr Ser aAlz Lys Thr

120 13¢ 140
Thr Pro Lvs Leu Sly Gly Asp IZile Leu Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser
145 15C 15S Y
Lew Ale Val Ser Leu Glv Uln arg Ala Thr Ile Szar Cvs Lys Ala Ser
143 170 17

{

Tyr Let

'v Gla ?re 2re Lvs Leu Leu Ile

<

n

s
on

— Y
o Ie
N o
—
¥l
L.
D -
fd

fhe Ihr Leu agn illa His
7%

225
¥is Cvs G.n Gln Ser Thr Clu asp Pre » Thr Phe Gly Gly Glv Thr
248 230 25%

Lys Leu Glu Ils Lys &rg 3Ala &sw A

Glo val Glin Leu Gln Gln Ser &iv &le Glu Leu val Arg Pro CGly S=x
295

290 300
Ser Yal Lys 112 Ser Cys Lys ila 32r Gly Tyr 2la Phe Ser fer Tvr
3065 310 313 320
Tro Met ASn Trp Yal Lvs GLn Arg Pro Gly Gln Cly Ley Giu Trp fle
32 330 3
; Lvs Prne

Cly Gln 11z Typ 2ro Glv Asp Giv 2

Lys Gly Lys Ala Thr Lgu Thr Ala A5p Clu Ser Xer Ser Tihr aAla Tyy
382 3£0 385

60
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Met Cln Leu Ser Ser Ala Ser Giu Asy Sex ARla Val Tyr 2he Cys
170 37¢ 380

-
(8]
o3

Ala Arg &rg Glu Thr Thr Thr val Gly Arg Tyr Tvr Tyr 2la Metr Asp
335 390 195 409

Tyr Trz Giy Sla Gly Tar Ser Val Thr Vel Sex 5er dla Lys Thr Thr
105 419 415

Ly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Yilae Tle Meo

Ser a&ia Ser Pro Cly Zia Lws Val Thr Men Thr (Qys Se- 31
4z

Ser Val Ser Tyr Kot asn T Tyr CGlp Gir Lys Ser Glvy Thr Ser Pro

450 q

Lys Arg Trp Ile Tyr 23z Thr Ssr Lys Leu Ala Ser Cly /el Pro Ala
7

His ?he Axg Cly Ser Clv 3er Glw Thr Ser Tvr Ser Leu Thr Ile

482 430 495

CGlv Met Clu Ala Glu dsp Ale 2le Thr y n 2
500 503 510
Ser Asn Pro ?Phe ''nr the Clvy Gly Tar Lvs Leu

Glu Glu

-
<
0]
r
1)
©
(B
-
n
[%2]
[{]
(A

Alz Asp Thr Ale Pxc Thr Glv Ser Cilu Gln &

Leu Asn Ser His Zis His =is #is His

Ut
U e
o ta

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1653 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 28..1644

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide
(B) POSICION: 23..1644

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 3:
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. .
CAATTCATT AACGAGCAGAR ~ACE G
Tor A
1 3

- - o s m e e e
GOC GCT 35T TTI CTC TG 070 GCh: OG0T CAC CIG GOT ATE U CAG
Ale Ala (lv Leu Leu Leu Lau 213 3izg Gln Pro a2 Men Alg .l

° .o EYRN

10 i3 2¢
n - ~ Y ~a N ol okl A Ty
CTAd CTC TOT GGL 07T GaA D76 QG AGa CLT SCTOTL
G L2 Sar Gly 2la Gluo lew alg AZp T2 ALz Zer

2c >0 35
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AGT TAT PTG ASC TGG TAC CAA TAG ATT CUA GG& CAG CCA CIC AsA CTT
Sor Tyr Lou Ass Trp Tyr Gln Zln ITle Pro Gly Gla Pro Pre Lys Leu
i35 190 198 200
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TR AGL TTT

OTC ATC TAT GAT GC2 TCL AsT OTA GTT
A Pro Arg Ph

4 .
Leu Z1lz Tvr AsT | Ser asn Leu Val
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A3 G3C AGT GGG TCT GG3 AZA GAC PTC ACC UTC AAC aTT CaT ICT GT¢
Ser Cly 3er Cly Ser Cly Thr fgp Pre Thr Leu Ao Lo {is Pro Val
220 225 2390
a6 AAG OTG GAT ZC7T GCa AZC TAT CAC TCT CACG €A ACT AIT LAG GAT
21y Lys Val Asp Alz Ala Tar Tyxy His Tys Cln Cin Ser Tnr Glu Asp
235 240 242
CCG UGG ACE PTC ZET GUA GEC Al ARG ALRZ IGG GUT CAT
Pro Trp Thr Fhe Oly Gly Gly Thr Lys YT Arg Ala Asp
2890 233
SOT GG SCC 6T OUGT GUC Lla GGL TG CTC ZAC Cag¢ TCT
2la Ala Ala Ale Gly Gly Pro Gly Ser ;) Gl Gln Ser
Z€3 273 280

IGG GOT GAS CTG GTG ASGG COT GGG TCC TCR GTE RAG ATT TrC TGO AAG
Sly Ala Glu Leu Val arg Pro Gly Ser Ser Yal Lvs Ila Ser Cvs Lys
285 260 293
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GTG
val

GTC
val
425

TC
Lcu
410

ACC
Thr

TAC C»

Tvy G2

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°:

Lys

ACT
Thy
490
GG

Giv

GaAA
Glu

. CAT

His

CTG
Leu

GGA
Sly

CT
Leu

ATC
Ile

523

TAATCTAGA

ES 2 296 395 T3

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 539 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 4:

Met Lys Tvr Leu Leu
Ala Gln ®ro Ala Met Ala Gla val Zl.

Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Vel Lv

1

35

20

S5CA ATC ATC TCT CCx TCT CCA GG GAG AAG
Ala I.e Me: Ser Ala Scr Pro Cly Glu Lvs
415 420
CCC AGC TZa& AGT GTL AGT TaZ ATG AAC 1GG
Ala Sar Ser r Val Ser Tvr Mat Asn Trp
435 446
ACC TCC CZT A8A ACGA TGG ATT TAT GaC 2CA
Thr Ser Pro Lvs Arg Trp Ils Tyr Asd Thr
450 455
CTC CCT ( PCOACG GUL RCT T TCT
val Pro al arg Gly Ser Gly Ser
570
ACR ATC CAG GCT GrRa GAT GCT
Thr Z1isz = Clu Ala Slu Asp Ale
48C 485
ZCA TTC ACG TTC G&C
. Pro Phe Thr Phe G.v
500
3T aCT GZA CZCA ACT GGA
Thr dla Pro Thr Gly
520
TCx G2» ZAY GAZ CTa AaC TTA ZAT Cal CAaT
Ser (Glu Giv ASp Lew Asn Sar Kis His His
530 535
4.
pro Thr Ala ~.: 2.3 Gly Leu Leu Leu Leu Ala
5 2 15
Gin Gln Ser Gly Ala Glu
30
= 3ar Cvs Lys 3dla Ser Gly
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Met kig Trp Vel Lys Gln 3rz Prec Glv
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Asn Tyy Agn Gan Lwvs Pho Lvs Asp Lvs A:a Thr Leu Thr Thr 2s3p Lys
85 S0 95
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¥ Ser SZ2r Thr Ala Tvr in Lau S2r Ser Lz=u Thr S=r Glu &sD
130 10& i

Ser Ala Vel Tyr Tvr Cys Ala Tvr Twvr BSp ASD S
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Asp Tyr Trp Gly G1ln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Sex alas Lys ‘inhr

Thr 2ra Tys s Asp Ile Leu Leu Thr 3in Thr vros dla Ser
145 ics 153

Leu ale val Ser Leuw Zlv CGla Arg Ale Thr Ils Sexr Cys Lwve ala Ser
165 170 175

Zln Ser vzl Asg Iyy Asp Gly Asp Ser Tvy Leu asn Tro Tur
180 i8s 18¢
Ile Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leou Leu IZle Tyy Asp Ala Ser Asn Leu
195 2C0 203
val Ser Glv Ile Pro 2 Arc Phe Ssr Glv Ser Cly Ser Glv Thr Asy
210 2.2 22¢

Phe Phr Leu Asn Tle iHis Pro Vel Giu Lys Val Asp ala 3ilz Thr Tyvr

228 230 235 240

His Cvs Gla Gln Ser Thr Glu &sp Pro Trp Thr 2he Gly Giv Glv Thr
245 250 255

Lys Lev Glu Tle Lys Arg Alzs 2sp Ala Ala Ala Ala Gly Gly
260 265 270G
Ser CGlii Vel Sln Leu Gin Gln Sor 3ly Ala Glu Lew val 2rs Pro Glv
275 280 23¢%
Ser Ser Val Lys ile Ser Cvs Lws Ale Ser Glvy Tyr Ala Phe Ser Ser
250 295 300

Tvr Trp Met Asn Tyrp Val Lys Gln Arg Pro Clv Gln Glvy Lew Glu Tre

308 Jig 15 329
tlz Gly Cln Zl2 Trp 2r2 Gly 2sp Gly Asp Thr asn Tvr Asn Gly Lys
323 330 235
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Phe Lys Gly Lvs Alea Thr Leu Thr Ala Acp Glu Ser Ser Ser Thr Ala
3ac 345 350
Tyr ¥Mcr Gl Leu Ser Sor Leu AZe Ser Clu Asp Ser Ale val 7wy Phe
338 380 £5

Cys Alez Arg arg Glu Tnhr Phr Thar val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met
370 375 389
2sp Tvr Trop Gly Giln Glv Thr Ser Val Thr VYal Ser Szr Alz Lys Thr
385 350 ez 400
Thr Pro Lys Leu Gly Cly asp Zle val Leu Thr Gln Ser fro 3la Ile
40S 410 4.5
Met Ser ifia Szr Pro CGiy Clu Lve val Thr Mer Thr Cys S2r Ala Ser
420 425 428
Ser Ser Val Ser Tyr Msr Asn Trz Tyy Gln Gln Lys sSer Cly Thr Cer
-1.15 4‘:(: J-;
Pro Lvs Arvg Tro Ils Tyr 3sp Thr Ser Lvs Leu Ala ser Giv Val Pro
456G 45% SED
Ala His Pae Arg Giv Szr Gly Sar Gly Thr Sex Tyr Ser Lea Thr Ile
459 3 475 480
Ser Gly Met Giu Ala Glu AsD Ale Ala Thr Ywr Twr Cvys Gln Gln Trp
4E€2 4980 195
Ser Scr Asn Pro 2he Thr Phs Gly Ser Cly Trr Lys Leu Clu Ile Asn
500 505 320
rg Ala Asp Thr Ala ?rc Tnr Gly Ser Glu Gla Lys Leu Tis Ser Glu
513 520 525
Glu Asp Leu Asn Ser His His His lis His liis
530 525
(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 5:
@) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 57 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: Meso = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 5:
TATATACTGC AGCTGCACCT GCGACCCTGG GCCACCAGCG GCCGCAGCAT CAGCCCG 57

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N*: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii)
(iv)

ES 2 296 395 T3

HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 6:

CCGTGAATTC CAGCTGCAAC TGCAGCAGTC TGGGGCTGAA CTGGC

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 7:

®

@ii)) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii)
(iv)

CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 7:

GGTCGACGTT AACCGACAAA CAACAGATAA AACG

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N*: 8:

®

(ii)
(iii)
(iv)
(ix)

(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 348 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple

(D) TOPOLOGIA: lineal
TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..348

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide
(B) POSICION: 1..348

DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 8:

12
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SUGOACY U LT rCs AT OMTU ONCT JUT T TS TTC GLS GUA Pl el
Me: Arg Phe ?ro Ser Ile Phe Thr &la val Leu Phe Ala A& Ser Sar
1 5 190 1t
GIZN TTA GCT GCT CCZA CGTC 2AaC ACT »Ca A8 GAM SAT GALA 2CT CGCA Caa
sla i.eu Ala ala Pro val asn Thr Thr Trr Glu 3sp Glu Thr 2la Glro
20 23 3C
ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TZA GAT TTA GrA GGG GAT TTC
Ile Pro 2.2 Glu Ala Val Ile Gly Tvr Ser Asp Leu Ciu Cly Asp Phe
3c LG 45
GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AL AGT ATA AAT A2C GGG TTA TG
Asp Vz2i Ala Val Leu Pro Phe Ser 2sc Ser Thr Asn 2Asn Gly Leu Leu
50 55 50
TTT ATA AAT ACT ACT ATT CCC AGC 27T GIT GIT Al GAaA GrA GGC CTX
he Ile 2sa Thr Thr lle 2la Ser Ile ala Ala Lys Ulu Glu Gly vel
65 70 T8 30
TCT CTC CAC AAA ACA GAG GCT GAA GTT GAA TTC CAG CTC CAd UTG CAG
Sser Leu Giu Lvs Arg Glu 2ia Glu &.a Glu Phe ¢ln Val Gln Lew Gln
85 90 <5
CAG TCT GGG GCT GAN CTG CCa AG2 ZCT GGG GTT ICA G735 AaC ATG TCC
Gln Ser Glv Ale Glu Leu ala Arg 2ro Gly ala 3Jer val Lvs Me:l Ser
100 10¢ 113
TGC RAG GIT TCT
Cys Lys Ala Ser
115
(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 9:
@) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 116 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 9:
Met Arg Phe Pro Ser I_:z Pne Thr 2la Val Leu Phe Ala A.a Ser
Z 5 10 15
Ala Leu Ala Ala Pro el asn Thr Thr Thr Glu Asp Clu Thr Ala
20 25 30
Zle Pro Ala Glu Ala vz. Ile Cly Tvr Ser Asp Leu Glu Glv 2sp
35 40 45
dsp Val Ala Vel Leu Pro Phe S2r Asn Ser Thr 3asn Asn Gly Leu
50 33 6C
P Ile Asn Thr Thr .- 3le 3er 1ie Ala Ale Lys Giu GIu Gly
35 70 75
Ser Leu Glu Lys Arg GIu 3la CGlu Ala Glu Phe Cln vYal Gln Leu
8s 90 S5
Gln Ser Gily Ala Glu Leu 2le Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met
100 105 110
Cys Lys Ala Ser
115
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(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 10:

ES 2 296 395 T3

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 354 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iiiy HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..354

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide
(B) POSICION: 1..354

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 10:

ATG
Met
1

GCa.
Ala

TG
Leu

ATG
Met

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°:

AGA
Arg

TTA
Leu

CAG
Gln

TCC
Ser

T
pre

GZT
Ala

G GCT

Ala

35

CIT
Ala

asT

Asn Thn

GAG
Glu

C:G
Gln

T3¢
Cys
115

CZT ™

Pro

ARA
Lys

TCT ¢

Ser Gl

190

AAG

Lys &

GCT
Ala

" -3

e 13
9

11:

ACT
Thr

CTG
Leu

GCT

Ala

CCA
ala
105

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 118 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

GTT TTA
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CGCT QT
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GeA TTC A
Glu Phe !
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Arg Pro
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 11:

Mer Arg Phe Pro
1

Ala Leu Ala Ala
20

Ile Pro 3ala Glu ¢

Asp Val ala Vval
S0

Pne Ile Asn Thr
65

Ser Leu Glu Lys

Leu Gin Gin Ser

M2t Ser Cys Lys

Ser Ile
5

Pro val

Leu Pro

Thr Ilie
70

arg Glu
85

Gly Ale

Ala Ser

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 12:

ohe Tar Ala

Asr. Tar Th

2

fie Cly Tyr
40

Phe Ser Asn

Ala Ser Ile

Ala Glu Ala

Glu Leu 2la
105

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 42 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 12:

Vel

Leu

Clu

Thr

Ala
75

Phe

Phe Ala

As5p Glu

Leu Glu
a5

Asn Asr
60
Lys Glu

Metc Ala

Cly Ala

TCACACAGAA TTCTTAGATC TATTAAAGAG GAGAAATTAA CC

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 13:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador” .

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 13:

AGCACACGAT ATCACCGCCA AGCTTGGGTG TTGTTTTGGC

15

Ala Ser Ser
15

Thr Ala Gln
30

Gly 2sp Phe

Gly Leu Leu
Glu Gly val
80

Gln vVal Gln
95

Ser Val Lys
110

42
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(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 14:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 14:

AGCACACAAG CTTGGCGGTG ATATCTTGCT CACCCAAACT CCA

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 15:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 57 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 15:

AGCACACTCT AGAGACACAC AGATCTTTAG TGATGGTGAT GGTGATGTGA GTTTAGG

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 16:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 16:

CAGCCGGCCA TGGCGCAGGT GCAACTGCAG CAG

(2) INDICACIONES PARA SEC ID N°: 17:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

16

43
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(A) LONGITUD: 102 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) FORMA DE CADENA: cadena simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 17:

TATATACTGC AGCTGCACCT GCGCTACCACC ACCACCGGAG CCGCCACCAC CGCTACCACC 60

GCCGCTAGAA CCACCACCAC CAGCGGCCGC AGCATCAGCC CG 102

17
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